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研究成果の概要（和文）：脳損傷後、T細胞は遅発性に脳内に浸潤し、IL-17やグランザイムB（GrB）を放出することで
脳障害増悪に関与する。これらの増加は末梢性にも認められるため、末梢－浸潤T細胞のニューロン傷害性因子は脳障
害の治療標的になる可能性がある。そこで脳低温療法による脳保護作用機序を解明するため、末梢血T細胞のIL-17とGr
B産生に低温・高温が及ぼす影響を調べた。その結果、それらは37℃に比べ33℃では低値、39℃では高値を示した。ま
た、IL-17とGrBは濃度依存的にニューロン死を誘導した。よって、脳低温療法はT細胞のIL-17とGrB産生を低下させ、
遅発性にもニューロン死抑制効果をもたらすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：T cells infiltrate into the infarcted brain within days after cerebral ischemia 
and play essential roles in exacerbating the delayed phase of the brain injury by producing 
pro-inflammatory factors. However, the involvement of these factors in brain damage is also demonstrated 
systemically. Such periphery-brain abnormalities are interesting because they may constitute a pathway to 
the central nervous system, which may be a target of therapeutic hypothermia. We examined the effects of 
hypothermia and hyperthermia on peripheral T cell-derived release of IL-17 and granzyme B (GrB). As a 
result, compared with normothermia, IL-17 and GrB release was reduced by hypothermia but augmented by 
hyperthermia. Moreover, IL-17 and GrB caused the death of neuronal cells in a concentration-dependent 
manner. These results suggest that the attenuation of T cell-derived release of IL-17 and GrB by 
therapeutic hypothermia leads to the inhibition of neuronal cell death in the delayed phase of brain 
injury.

研究分野： 神経免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳低酸素・虚血等による脳障害において、
ニューロン傷害と炎症が進行する機序は複
雑であり、種々の免疫(炎症)細胞や炎症性因
子が時間依存的に関与すると考えられる。一
方、脳保護治療法の１つである脳低温療法は、
脳低酸素・虚血や重症頭部外傷等による脳障
害時に脳温を 32～34℃の軽度低温にするこ
とで、2次的ニューロン傷害を抑える(ニュー
ロンを保護する)治療法であるが、その機序
は多岐にわたるため不明な点が多い。脳内免
疫担当細胞であるマイクログリアは脳低酸
素・虚血や組織損傷時に活性化され、炎症性
サイトカインや一酸化窒素(NO)等の神経傷
害性(炎症性)因子を放出し、脳障害増悪に関
与する。報告者らは、脳低温療法による脳保
護作用の一機序を明らかにする目的で、活性
化マイクログリアの産生する炎症性のみな
らず抗炎症性サイトカイン並びに NO が、低
温・高温によりどのような影響を受けるかを
培養系で調べ、以下のことを報告してきた。 
(1)低温(33℃)下では、活性化マイクログリ
アの早期での炎症性サイトカイン(TNF-α、
IL-6)および NO、並びに後期での抗炎症性サ
イトカイン(IL-10)および NO が抑制される。 
(2)高温(39℃)下では、活性化マイクログリ
アの早期での炎症性サイトカイン(TNF-α)
および NO、並びに後期での抗炎症性サイトカ
イン(IL-10)および NO が増加する。 
(3)これらの因子産生は細胞内シグナル伝
達因子 p38 MAPK(Mitogen-Activated Protein 
Kinase)と核内転写因子Nuclear Factor(NF)-
κB に依存しており、低温下で p38 MAPK と
NF-κBは抑制される。 
（Matsui and Kakeda. J Neurotrauma 2008
「山口大学医学会学会賞受賞論文」、 
Matsui et al. Intensive Care Med 2012

「山口大学医学会学会賞受賞論文」、 
Matsui et al. Neurocrit Care 2012） 

 上記の炎症性・抗炎症性因子の温度依存性
変化は、脳低温療法による脳保護作用の一機
序に、炎症性因子抑制のみでなく抗炎症性因
子抑制も関与―特にマイクログリアの早期
での炎症性因子抑制と後期での炎症性・抗炎
症性因子抑制という時間依存的抑制機構が
関与する可能性―、また、これらの抑制には
p38 MAPK や NF-κB 阻害が重要であること、
更に、脳損傷後の高温による脳障害増悪には、
逆にマイクログリアのそれらの増加が関与
する可能性、を示している。最近では、それ
らの炎症性・抗炎症性因子の温度および時間
依存的変化がニューロン傷害に及ぼす病態
生理学的意義を調べ、TNF-αや NO のみでな
く IL-10 も濃度依存的(つまり、温度依存性
でみられたように産生量依存的)かつ時間依
存的にニューロン傷害作用を示すことを見
出した。つまり、脳低温療法には早期での炎
症性因子抑制と後期での炎症性・抗炎症性因
子抑制が関与するという時間依存的抑制機
構の存在を更に支持する結果を得た。 

 このように報告者らは、脳低温療法による
脳保護作用の一機序解明を、活性化マイクロ
グリアに着目し、細胞内・核内シグナル伝達
からサイトカイン(炎症性・抗炎症性)や NO
産生までの時系列的変化に、低温・高温が及
ぼす影響を調べることで目指している(in 
vitro)。一方、近年では脳障害の進行過程に
脳内浸潤T細胞の炎症的関与が注目されてい
る。T 細胞は脳損傷後、マイクログリア活性
化に引き続き、遅発性に脳内に浸潤し、2 次
的炎症を惹起して持続的な脳障害増悪に関
与する。しかし、このような脳内炎症性 T細
胞と産生される神経傷害性(炎症性)因子(サ
イトカインやプロテアーゼ等)に低温・高温
が及ぼす影響は全く知られていない。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、炎症性 T細胞に主眼を

置き研究を行った。特に、最近注目されてい
る炎症性サイトカイン IL-23 により誘導・活
性化される IL-17 産生ヘルパーT 細胞(Th17
細胞：ヘルパーT(Th)細胞の新しいサブセッ
ト)および IL-17 に着目した。これらは多発
性硬化症モデルである実験的自己免疫性脳
脊髄炎の発症や進行に決定的な役割を果た
す。一方、Th17 細胞以外からの IL-17 産生も
知られており、中でもガンマデルタ(γδ)T
細胞(γδ型 T 細胞受容体をもつ T 細胞)は
IL-23 の刺激を受けて IL-17 を産生する。 
上述のように、脳虚血等による脳損傷後、

T 細胞は遅発性に脳内に浸潤し、炎症性サイ
トカインのIL-17やセリンプロテアーゼのグ
ランザイム B（GrB）等の神経傷害性因子を放
出することで脳障害増悪に関与するが、これ
らの増加は末梢性にも認められることから、
末梢－浸潤T細胞の神経傷害性因子は脳障害
の治療ターゲットになる可能性がある。そこ
で今回、末梢性 T細胞の IL-17 と GrB 産生に
低温・高温が及ぼす影響を調べた。また、そ
れらの因子の脳内障害的作用をニューロン
死で評価した。更に、脳血管内皮細胞の接着
因子とケモカインは脳内への炎症細胞浸潤
に重要な役割を担い、脳障害増悪に関与する
ため、IL-17 がそれらの発現をどのように誘
導するのかも調べた。 
以上より、マイクログリア以外のニューロ

ン死に関わる細胞(本研究では T 細胞)の低
温・高温応答を知ることができ、その知見を
基にすれば、脳低温療法がより有効かつ応用
の利く治療法へと確立されていくことに繋
がる可能性がある。 
 

３．研究の方法 
健常人の末梢血単核球から各種 T 細胞

(naïve CD4+、CD4+、CD8+およびγδT細胞)を
分離した。CD4+、CD8+およびγδT細胞は、抗
CD2/抗 CD3/抗 CD28 抗体添加の下、IL-1β
/IL-23 で刺激し、33℃、37℃、39℃下で 72
時間培養した。naïve CD4+細胞は、抗 CD2/抗
CD3/ 抗 CD28 抗 体 添 加 の 下 、 IL-1 β



/IL-23/TGF-β1で刺激し、Th17 polarization
を行った後、同様に培養した。培養液中の
IL-17 と GrB 濃度は ELISA により測定した。
ニューロン死は、ヒト神経芽細胞腫(SH-SY5Y
株)をニューロン様細胞に分化させ、IL-17 と
GrB を 24 時間添加し、比色法により求めた。
また、接着因子とケモカイン mRNA 発現は、
マウス由来脳血管内皮細胞(b.End3 細胞)に
IL-17 を 2 時間添加し、リアルタイム PCR 法
にて測定した。 
 

４．研究成果 
naïve CD4+、CD4+(Th17)およびγδT細胞の

IL-17 産生ならびに CD4+、CD8+およびγδT
細胞の GrB 産生は、各々、37℃に比べ 33℃で
は低値、39℃では高値を示した。 
また、IL-17 と GrB は、各々、濃度依存的

にニューロン死を誘導した。 
更に、IL-17 は、脳血管内皮細胞の接着因

子(E-selectin、ICAM-1、VCAM-1)とケモカイ
ン (MIP-2/CXCL2 、 IP-10/CXCL10 、 SDF-1 α
/CXCL12、MCP-1/CCL2)発現を、濃度依存的に
増加させた。 
以上をまとめると、IL-17 と GrB の温度依

存的産生動態とこれらの因子による濃度依
存的ニューロン死誘導動態は比例関係とな
り、33℃における T 細胞からの IL-17 と GrB
の産生低下はニューロン死抑制に、一方、
39℃における産生増加はニューロン死増加
に繋がると考えられた。つまり、脳低温療法
は、様々な T細胞の IL-17 と GrB 産生を低下
させ、遅発性にもニューロン死抑制効果をも
たらすこと、一方、脳高温下ではこれらの産
生が増加し、持続的なニューロン死増加に繋
がること、が示唆された。 
また、脳温はニューロンの生死決定に重要

な因子であり、脳損傷後、脳低温はニューロ
ン保護に、脳高温はニューロン障害増悪に作
用する。よって、温度依存性の産生変化を示
した IL-17 と GrB は、低温下での脳保護効果
ならびに高温下での脳障害増悪の把握のた
めのバイオマーカーになりうることも示唆
された。 
更に、IL-17 の温度依存的産生動態とこの

因子による濃度依存的接着因子/ケモカイン
発現誘導動態も比例関係となり、33℃におけ
る T細胞からの IL-17 の産生低下は接着因子
/ケモカイン発現抑制に、一方、39℃での産
生増加は接着因子/ケモカイン発現増加に繋
がると考えられた。E-selectin や ICAM-1 お
よび VCAM-1 は、白血球の血管内皮細胞への
接着に重要な役割を担う。また、ケモカイン
は、その接着細胞の組織浸潤に重要な役割を
担い、主に、MIP-2/CXCL2 は好中球に、
IP-10/CXCL10 と SDF-1α/CXCL12 は CD4+と
CD8+ T 細胞に、MCP-1/CCL2 は単球に作用する。
また、naïve CD4+ T 細胞は SDF-1α/CXCL12
により、γδT細胞は MCP-1/CCL2 により、組
織浸潤が誘発される。まとめると、脳低温療
法は、様々な T細胞の IL-17 産生を低下させ

ることで、脳血管内皮細胞の接着因子/ケモ
カイン発現を低下させ、脳内への炎症細胞
(好中球や単球のみならず、今回調べた全て
の T 細胞も含む)浸潤抑制効果をもたらし、
脳保護に繋がると考えられた。一方、高温下
では、IL-17 の産生が増加し、脳血管内皮細
胞の接着因子/ケモカイン発現増加により脳
内へのそれらの炎症細胞浸潤が促進され、脳
障害増悪に繋がると考えられた。 
報告者らはこのように、脳低温療法による

脳保護機構の解明を、時系列的免疫細胞(マ
イクログリア－T 細胞)に着目し行ってきた。
ニューロン死の過程には、その他、脳血管内
皮細胞や血管周皮細胞(ペリサイト)、アスト
ロサイトやオリゴデンドロサイトといった、
いわゆる“Neurovascular Unit(NVU）”を構
成する細胞群(マイクログリアや、狭義には
脳内浸潤T細胞等の浸潤細胞も含まれる)が、
多面的・複合的な機構(クロストーク)として
関与していると考えられる。よって今後は、
この NVU の概念を基盤にして、本療法による
脳保護機構を捉える研究を行う予定である。
具体的には、NVU 由来神経傷害性因子発現と
血液脳関門機能(Tight Junction 蛋白発現や
透過性、構成細胞数/細胞死や形態変化)の低
温・高温応答を、細胞培養系(in vitro)およ
び低酸素性虚血性脳障害モデル(ex vivo、in 
vivo)を用いて調べ、脳低温療法による脳保
護機構をNVU機能の面から包括的に明らかに
する。 
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